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CULTIVO in vitro DE Geophila macropoda (RUIz & PaV. DC) a 
PaRTIR DE EmbRIOnEs CIgóTICOs1
María del Pilar Vargas-Castillo2, Ana Abdelnour-Esquivel2
REsUmEn
Cultivo in vitro de Geophila macropoda (Ruiz & Pav. 
DC) a partir de embriones cigóticos. el objeﾭtiﾭvo deﾭ eﾭsta 
iﾭnveﾭstiﾭgaciﾭón  fueﾭ  deﾭsarrollar  un  pﾭrotocolo  pﾭara  eﾭl  cultiﾭvo 
in  vitro  deﾭ  Geophila  macropoda.  esteﾭ  trabajo  seﾭ  eﾭfeﾭctuó 
eﾭn guáciﾭmo deﾭ Liﾭmón, costa riﾭca, eﾭntreﾭ juniﾭo deﾭl 2006 y 
feﾭbreﾭro deﾭl 2007.  en la faseﾭ deﾭ eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro seﾭ 
utiﾭliﾭzaron eﾭstacas y eﾭmbriﾭoneﾭs ciﾭgótiﾭcos.  en eﾭl cultiﾭvo in 
vitro, la contamiﾭnaciﾭón bacteﾭriﾭana iﾭmpﾭiﾭdiﾭó eﾭstableﾭceﾭr altos 
pﾭorceﾭntajeﾭs deﾭ mateﾭriﾭal veﾭgeﾭtal. con eﾭmbriﾭoneﾭs seﾭ obtuvo 
hasta deﾭl 89%. Para la multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ broteﾭs, seﾭ eﾭvaluaron 
ciﾭnco  conceﾭntraciﾭoneﾭs  deﾭ  beﾭnciﾭlamiﾭnopﾭuriﾭna  (BaP).  Los 
meﾭjoreﾭs reﾭsultados seﾭ obtuviﾭeﾭron eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo compﾭleﾭmeﾭn-
tado con 2 mg/l BaP con 13,4 nueﾭvas pﾭlántulas a pﾭartiﾭr deﾭ 
una viﾭtropﾭlanta iﾭniﾭciﾭal. el eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto seﾭ alcanzó eﾭn meﾭdiﾭo 
murashiﾭgeﾭ & skoog al 50% deﾭ las saleﾭs reﾭcomeﾭndadas pﾭor 
taleﾭs autoreﾭs y siﾭn reﾭguladoreﾭs deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto.  Duranteﾭ la 
acliﾭmataciﾭón seﾭ obtuvo una sobreﾭviﾭveﾭnciﾭa deﾭl 100%.
Palabras  clave:  oreﾭja  deﾭ  ratón,  miﾭcropﾭropﾭagaciﾭón, 
Beﾭnciﾭlamiﾭnopﾭuriﾭna, cobeﾭrtura veﾭgeﾭtal.
absTRaCT
in vitro culture of Geophila macropoda (Ruiz & Pav. 
DC) from zygotic embryos.   Theﾭ goal of thiﾭs reﾭseﾭarch was 
to deﾭveﾭlopﾭ a pﾭrotocol for theﾭ in vitro cultureﾭ of Geophila 
macropoda. Theﾭ work was conducteﾭd iﾭn guáciﾭmo, Liﾭmón, 
costa riﾭca beﾭtweﾭeﾭn Juneﾭ 2006 and Feﾭbruary 2007.  For theﾭ 
in vitro eﾭstabliﾭshmeﾭnt pﾭhaseﾭ, theﾭ eﾭxpﾭlants useﾭd weﾭreﾭ miﾭcro-
cuttiﾭngs  and  zygotiﾭc  eﾭmbryos.  Bacteﾭriﾭal  contamiﾭnatiﾭon 
pﾭreﾭveﾭnteﾭd  theﾭ  eﾭstabliﾭshmeﾭnt  of  hiﾭgh  pﾭeﾭrceﾭntageﾭs  of  pﾭlant 
mateﾭriﾭal, wheﾭreﾭas theﾭ useﾭ of eﾭmbryos reﾭsulteﾭd iﾭn a reﾭspﾭonseﾭ 
as high as 89%. For shoot proliferation, five concentrations 
of beﾭnziﾭlamiﾭnopﾭuriﾭneﾭ (BaP) weﾭreﾭ teﾭsteﾭd. Theﾭ beﾭst reﾭsults 
weﾭreﾭ obtaiﾭneﾭd wiﾭth 2 mg/l BaP wiﾭth 13.4 neﾭw seﾭeﾭdliﾭngs 
from an oriﾭgiﾭnal viﾭtropﾭlant.  rootiﾭng was accompﾭliﾭsheﾭd iﾭn a 
half murashiﾭgeﾭ & skoog meﾭdiﾭum, wiﾭthout addiﾭng any pﾭlant 
growth  reﾭgulator.    Duriﾭng  theﾭ  accliﾭmatiﾭzatiﾭon  pﾭeﾭriﾭod  theﾭ 
surviﾭval rateﾭ was 100%.
Key  words:  “mouseﾭ  eﾭar”,  miﾭcropﾭropﾭagatiﾭon, 
Beﾭnzylamiﾭnopﾭuriﾭneﾭ, coveﾭr cropﾭ.
InTRODUCCIón
Geophila macropoda (oreﾭja deﾭ ratón) eﾭs una diﾭco-
tiﾭleﾭdóneﾭa rastreﾭra queﾭ seﾭ deﾭsarrolla deﾭ los 0 a 800 msnm 
y  seﾭ  eﾭncueﾭntra  diﾭstriﾭbuiﾭda  eﾭn  reﾭgiﾭoneﾭs  deﾭ  bosqueﾭs 
húmeﾭdos y muy húmeﾭdos. Por su pﾭorteﾭ bajo, seﾭ reﾭco-
miﾭeﾭnda como cobeﾭrtura eﾭn las pﾭlantaciﾭoneﾭs deﾭ banano, 
no iﾭmpﾭiﾭdeﾭ las laboreﾭs pﾭropﾭiﾭas deﾭ la pﾭlantaciﾭón, su siﾭsteﾭ-
ma radiﾭcal eﾭs pﾭoco pﾭrofundo, adapﾭtaciﾭón al pﾭiﾭsoteﾭo y a 
la sombra, adeﾭmás deﾭ seﾭr muy susceﾭpﾭtiﾭbleﾭ al contacto 
diﾭreﾭcto con feﾭrtiﾭliﾭzanteﾭs sóliﾭdos. análiﾭsiﾭs reﾭaliﾭzados eﾭn 
pﾭlantaciﾭoneﾭs queﾭ ya han iﾭncorpﾭorado eﾭsta eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭ a sus 
pﾭrogramas deﾭ cobeﾭrturas iﾭndiﾭcan queﾭ no afeﾭcta eﾭl creﾭ-
ciﾭmiﾭeﾭnto deﾭ las pﾭlantas deﾭ banano, y no compﾭiﾭteﾭ con eﾭl issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 21(1):73-83. 2010
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cultiﾭvo (Heﾭrreﾭra 1997, sancho y ceﾭrvanteﾭs 1997, Feﾭr-
nándeﾭz et al. 2001). G. macropoda como cobeﾭrtura deﾭl 
banano podría ser muy eficiente en el control de la ero-
siﾭón, diﾭsmiﾭnuiﾭr la apﾭliﾭcaciﾭón deﾭ heﾭrbiﾭciﾭdas, eﾭnriﾭqueﾭceﾭr 
la microflora y mejorar las propiedades físicoquímicas 
deﾭl sueﾭlo (araya y cheﾭveﾭs 1997).
esta  eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭ  seﾭ  reﾭpﾭroduceﾭ  a  través  deﾭ  seﾭmiﾭlla 
seﾭxual y pﾭor meﾭdiﾭo deﾭ eﾭstoloneﾭs. La pﾭropﾭagaciﾭón pﾭor 
seﾭmiﾭllas  pﾭreﾭseﾭnta  la  veﾭntaja  deﾭ  queﾭ  la  reﾭcoleﾭcciﾭón 
manual y pﾭosteﾭriﾭor diﾭspﾭeﾭrsiﾭón eﾭs seﾭnciﾭlla, siﾭn eﾭmbar-
go, hubo bajos pﾭorceﾭntajeﾭs deﾭ geﾭrmiﾭnaciﾭón (Piﾭniﾭlla y 
garcía 2002) eﾭn siﾭeﾭmbras con seﾭmiﾭllas deﾭ G. macro-
poda eﾭn pﾭlantaciﾭoneﾭs deﾭ colombiﾭa.  Por lo tanto, eﾭn 
las pﾭlantaciﾭoneﾭs deﾭ banano seﾭ ha adopﾭtado eﾭl método 
deﾭ pﾭropﾭagaciﾭón aseﾭxual pﾭor eﾭstoloneﾭs, pﾭeﾭro reﾭquiﾭeﾭreﾭ 
variﾭos años pﾭara queﾭ un áreﾭa seﾭa coloniﾭzada compﾭleﾭ-
tameﾭnteﾭ. esto seﾭ ha conveﾭrtiﾭdo eﾭn una liﾭmiﾭtaciﾭón pﾭara 
su  eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto.  adeﾭmás,  los  pﾭroceﾭsos  deﾭ  pﾭoda, 
transpﾭorteﾭ y maneﾭjo deﾭ los eﾭstoloneﾭs afeﾭctan su viﾭabiﾭ-
liﾭdad, eﾭspﾭeﾭciﾭalmeﾭnteﾭ cuando son trasladados a largas 
diﾭstanciﾭas. una pﾭosiﾭbleﾭ soluciﾭón a eﾭsteﾭ pﾭrobleﾭma pﾭo-
dría seﾭr la siﾭeﾭmbra deﾭ mateﾭriﾭal clonal, pﾭeﾭro pﾭroduciﾭdo 
in vitro pﾭor miﾭcropﾭropﾭagaciﾭón. esta técniﾭca tiﾭeﾭneﾭ gran 
pﾭoteﾭnciﾭal comeﾭrciﾭal deﾭbiﾭdo a la veﾭlociﾭdad deﾭ multiﾭ-
pﾭliﾭcaciﾭón, las pﾭlántulas obteﾭniﾭdas son deﾭ alta caliﾭdad, 
pﾭreﾭseﾭntan bueﾭna viﾭgorosiﾭdad y seﾭ eﾭncueﾭntras liﾭbreﾭs deﾭ 
pﾭatógeﾭnos (amheﾭd et al. 2001).  Por eﾭl alto volumeﾭn 
deﾭ pﾭlantas pﾭroduciﾭdas eﾭn corto tiﾭeﾭmpﾭo, siﾭn pﾭatógeﾭnos 
y eﾭn un pﾭeﾭriﾭodo reﾭduciﾭdo, eﾭsta técniﾭca reﾭpﾭreﾭseﾭnta una 
alteﾭrnatiﾭva muy atractiﾭva pﾭara la pﾭroducciﾭón masiﾭva deﾭ 
pﾭlantas pﾭara la siﾭeﾭmbra deﾭ nueﾭvas pﾭarceﾭlas.
no seﾭ eﾭncontró iﾭnformaciﾭón sobreﾭ iﾭnveﾭstiﾭgaciﾭoneﾭs 
pﾭreﾭviﾭas deﾭ maneﾭjo in vitro deﾭ oreﾭja deﾭ ratón, pﾭor lo cual 
eﾭl objeﾭtiﾭvo deﾭl pﾭreﾭseﾭnteﾭ trabajo fueﾭ deﾭsarrollar un pﾭroto-
colo pﾭara eﾭl cultiﾭvo in vitro deﾭ G. macropoda.
maTERIaLEs Y mÉTODOs
La pﾭarteﾭ eﾭxpﾭeﾭriﾭmeﾭntal seﾭ deﾭsarrolló eﾭntreﾭ juniﾭo deﾭl 
2006 y feﾭbreﾭro deﾭl 2007 eﾭn eﾭl Laboratoriﾭo deﾭ Biﾭoteﾭc-
nología deﾭl ceﾭntro deﾭ inveﾭstiﾭgaciﾭón san Luiﾭs deﾭl ins-
tiﾭtuto Teﾭcnológiﾭco deﾭ costa riﾭca ubiﾭcado eﾭn guáciﾭmo, 
Liﾭmón, costa riﾭca.
Fase 1. Establecimiento in vitro.  como mateﾭriﾭal 
eﾭxpﾭeﾭriﾭmeﾭntal seﾭ utiﾭliﾭzó tanto mateﾭriﾭal veﾭgeﾭtatiﾭvo (eﾭs-
tacas y ápﾭiﾭceﾭs deﾭ eﾭstoloneﾭs) como seﾭxual (eﾭmbriﾭoneﾭs 
ciﾭgótiﾭcos).
Estacas y ápices
Los eﾭstoloneﾭs deﾭ G. macropoda fueﾭron reﾭcoleﾭc-
tados  deﾭ  campﾭo,  lavados  y  seﾭmbrados  eﾭn  bandeﾭjas 
con sueﾭlo eﾭstériﾭl. seﾭ mantuviﾭeﾭron eﾭn condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ 
iﾭnveﾭrnadeﾭro, con riﾭeﾭgo diﾭariﾭo pﾭara pﾭromoveﾭr su creﾭ-
ciﾭmiﾭeﾭnto.
Para eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto asépﾭtiﾭco deﾭl mateﾭriﾭal al la-
boratoriﾭo, las pﾭlantas fueﾭron lavadas con agua a pﾭreﾭsiﾭón 
pﾭor ciﾭnco miﾭnutos, pﾭara eﾭliﾭmiﾭnar reﾭstos deﾭ sueﾭlo y seﾭ leﾭs 
reﾭaliﾭzó una pﾭriﾭmeﾭra reﾭducciﾭón, eﾭliﾭmiﾭnando las hojas y 
raíceﾭs, deﾭjando eﾭl eﾭxpﾭlanteﾭ deﾭ un tamaño apﾭroxiﾭmado a 
los 2 cm. Posteﾭriﾭormeﾭnteﾭ seﾭ lavaron treﾭs veﾭceﾭs con agua 
y jabón. En la cámara de flujo laminar, se enjuagaron 
deﾭ nueﾭvo treﾭs veﾭceﾭs pﾭeﾭro con agua deﾭstiﾭlada eﾭstériﾭl, y 
fueﾭron iﾭncubados eﾭn eﾭtanol deﾭ 70° pﾭor dos miﾭnutos, 
lueﾭgo seﾭ eﾭnjuagaron treﾭs veﾭceﾭs más con agua deﾭstiﾭlada 
eﾭstériﾭl y seﾭ colocaron eﾭn una soluciﾭón deﾭ hiﾭpﾭocloriﾭto deﾭ 
sodiﾭo al 75% iﾭ.a. pﾭor ciﾭnco miﾭnutos. una veﾭz más seﾭ leﾭs 
reﾭaliﾭzaron treﾭs eﾭnjuagueﾭs con agua deﾭstiﾭlada eﾭstériﾭl.
el mateﾭriﾭal seﾭ reﾭdujo una seﾭgunda veﾭz, reﾭtiﾭrando 
las zonas dañadas pﾭor la deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón y eﾭl eﾭxpﾭlanteﾭ (un 
seﾭgmeﾭnto conteﾭniﾭeﾭndo un nudo o un ápﾭiﾭceﾭ) seﾭ iﾭnoculó 
eﾭn frascos deﾭ cultiﾭvo deﾭ 175 ml a los queﾭ seﾭ adiﾭciﾭonó 
20 ml deﾭl meﾭdiﾭo deﾭ saleﾭs (ms) deﾭ cultiﾭvo deﾭscriﾭto pﾭor 
murashiﾭgeﾭ & skoog (1962), compﾭleﾭmeﾭntado con 0 ó 1 
mg/l deﾭ beﾭnciﾭlamiﾭnopﾭuriﾭna (BaP), 30 g/l deﾭ sacarosa y 
2 g/l de Gellan Gum como gelificante, el pH se ajustó a 
5,8 y seﾭ eﾭsteﾭriﾭliﾭzó pﾭor autoclavado (1,2 atm/m2, 121°c, 
21 miﾭn). en un seﾭgundo eﾭnsayo deﾭ deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón seﾭ 
agreﾭgaron 100 mg/l deﾭ sulfato deﾭ eﾭstreﾭpﾭtomiﾭciﾭna a los 
miﾭsmos meﾭdiﾭos deﾭ cultiﾭvo deﾭscriﾭtos anteﾭriﾭormeﾭnteﾭ. Los 
eﾭxpﾭlanteﾭs seﾭ mantuviﾭeﾭron eﾭn eﾭl cuarto deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto 
bajo condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ 16 horas luz a 25 ºc 2000 lux y 
seﾭ reﾭaliﾭzaron eﾭvaluaciﾭoneﾭs seﾭmanaleﾭs contabiﾭliﾭzando 
eﾭl númeﾭro deﾭ broteﾭs totaleﾭs, hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdratados, oxiﾭdados, 
mueﾭrtos y contamiﾭnados con hongos o bacteﾭriﾭas.
Establecimiento de embriones
Para eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto deﾭ eﾭmbriﾭoneﾭs al cultiﾭvo in 
vitro, seﾭ coleﾭctaron frutos maduros (color oscuro) eﾭn 
fincas bananeras ubicadas en la provincia de Limón, 
costa riﾭca. estos fueﾭron lleﾭvados al laboratoriﾭo dondeﾭ 
seﾭ lavaron treﾭs veﾭceﾭs con agua y jabón. a un grupﾭo deﾭ 
frutos seﾭ leﾭs eﾭxtrajo las seﾭmiﾭllas deﾭspﾭués deﾭ deﾭsiﾭnfeﾭc-
tados y al otro seﾭ leﾭ someﾭtiﾭó a un tratamiﾭeﾭnto adiﾭciﾭonal 
queﾭ consiﾭstiﾭó eﾭn colocar los frutos eﾭn un reﾭciﾭpﾭiﾭeﾭnteﾭ issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 21(1):73-83. 2010
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pﾭlástiﾭco con un liﾭtro deﾭ agua deﾭstiﾭlada (queﾭ cubriﾭeﾭra 
todos los frutos), duranteﾭ una seﾭmana y seﾭ mantuvo eﾭn 
eﾭl iﾭnveﾭrnadeﾭro.
como  reﾭfeﾭreﾭnciﾭa  seﾭ  tomaron  los  trabajos  reﾭaliﾭ-
zados in vitro con café (Coffea spﾭpﾭ.), la eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭ más 
conociﾭda deﾭ la famiﾭliﾭa rubiﾭaceﾭaeﾭ, y queﾭ tiﾭeﾭneﾭ eﾭstudiﾭos 
eﾭn eﾭl áreﾭa deﾭ miﾭcropﾭropﾭagaciﾭón a pﾭartiﾭr deﾭ eﾭmbriﾭoneﾭs 
ciﾭgótiﾭcos. Las reﾭcomeﾭndaciﾭoneﾭs son utiﾭliﾭzar eﾭl meﾭdiﾭo 
murashiﾭgeﾭ y skoog (1962) compﾭleﾭto, y con alguna ciﾭ-
tociﾭniﾭna, pﾭreﾭfeﾭriﾭbleﾭmeﾭnteﾭ BaP, ya queﾭ reﾭspﾭondeﾭ meﾭjor 
queﾭ la ciﾭneﾭtiﾭna y la 2-iﾭP (iﾭsopﾭeﾭnteﾭniﾭladeﾭniﾭna) (madhava 
y screﾭeﾭniﾭvasan 2004). expﾭeﾭriﾭeﾭnciﾭas pﾭreﾭviﾭas con eﾭstos 
eﾭxpﾭlanteﾭs, deﾭmostraron queﾭ 1 mg/l deﾭ BaP eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo 
deﾭ eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto pﾭeﾭrmiﾭteﾭ un deﾭsarrollo adeﾭcuado deﾭ 
los eﾭxpﾭlanteﾭs. así, queﾭ pﾭara eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro 
deﾭ eﾭmbriﾭoneﾭs deﾭ G. macropoda seﾭ consiﾭdeﾭró eﾭsta con-
ceﾭntraciﾭón y seﾭ mantuvo como control un meﾭdiﾭo siﾭn 
la adiﾭciﾭón deﾭ reﾭgulador deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto y seﾭ reﾭaliﾭzaron 
seﾭiﾭs eﾭnsayos deﾭ deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón pﾭara eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in 
vitro deﾭ eﾭmbriﾭoneﾭs eﾭn cada meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo. 
Para la eﾭxtracciﾭón deﾭ las seﾭmiﾭllas, los frutos seﾭ 
pﾭasaron pﾭor una criﾭba 14 meﾭsh, reﾭcoleﾭctando éstas eﾭn 
otra  malla,  cuatro  meﾭsh.  Posteﾭriﾭormeﾭnteﾭ,  seﾭ  lavaron 
treﾭs veﾭceﾭs con agua y jabón. Las seﾭmiﾭllas fueﾭron lleﾭva-
das a la cámara de flujo laminar, donde se lavaron tres 
veﾭceﾭs con agua deﾭstiﾭlada eﾭstériﾭl, lueﾭgo seﾭ colocaron eﾭn 
alcohol deﾭ 70° pﾭor dos miﾭnutos, seﾭ lavaron treﾭs veﾭceﾭs 
con agua eﾭstériﾭl y seﾭ colocaron eﾭn una soluciﾭón deﾭ 
hiﾭpﾭocloriﾭto deﾭ sodiﾭo al 1,75% iﾭ.a. pﾭor diﾭeﾭz miﾭnutos. 
una veﾭz más, seﾭ leﾭs reﾭaliﾭzaron treﾭs eﾭnjuagueﾭs con agua 
deﾭstiﾭlada eﾭstériﾭl y seﾭ pﾭroceﾭdiﾭó a la eﾭxtracciﾭón deﾭ los 
eﾭmbriﾭoneﾭs, los queﾭ seﾭ colocaron eﾭn meﾭdiﾭo ms com-
pﾭleﾭmeﾭntado con 1 mg/l deﾭ BaP, 30 g/l deﾭ sacarosa y 2 
g/l deﾭ geﾭllan gum, pﾭH 5,8. seﾭ mantuvo un tratamiﾭeﾭnto 
teﾭstiﾭgo cultiﾭvado eﾭn eﾭl miﾭsmo meﾭdiﾭo, pﾭeﾭro siﾭn la adiﾭ-
ciﾭón deﾭl reﾭgulador deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto. Todos los cultiﾭvos 
seﾭ ubiﾭcaron eﾭn condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ 16 horas luz, 2000 lux a 
25 ºc. La eﾭvaluaciﾭón seﾭ reﾭaliﾭzó seﾭmanalmeﾭnteﾭ, deﾭscar-
tando el material contaminado, cuantificándolo y clasi-
ficando el patógeno en hongo o bacteria; asimismo se 
contabiﾭliﾭzaron los eﾭxpﾭlanteﾭs queﾭ mantuviﾭeﾭron lateﾭnciﾭa 
y aqueﾭllos queﾭ muriﾭeﾭron, tambiﾭén seﾭ eﾭvaluó la geﾭr-
miﾭnaciﾭón deﾭ los eﾭmbriﾭoneﾭs y deﾭsarrollo deﾭ pﾭlántulas, 
descartando  el  material  contaminado  (cuantificando 
la presencia de hongo o bacteria); se contabilizaron 
los eﾭxpﾭlanteﾭs queﾭ mantuviﾭeﾭron lateﾭnciﾭa y aqueﾭllos queﾭ 
muriﾭeﾭron.  Deﾭspﾭués  deﾭ  ciﾭnco  seﾭmanas  deﾭ  cultiﾭvo  seﾭ 
pﾭroceﾭdiﾭó a la multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭl mateﾭriﾭal reﾭgeﾭneﾭrado. 
seﾭ reﾭaliﾭzaron seﾭiﾭs eﾭnsayos deﾭ deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón y eﾭstableﾭciﾭ-
miﾭeﾭnto in vitro deﾭ eﾭsteﾭ tiﾭpﾭo deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭ.
Fase 2. multiplicación.  cuando los eﾭxpﾭlanteﾭs reﾭ-
geﾭneﾭrados, alcanzaron un tamaño deﾭ apﾭroxiﾭmadameﾭnteﾭ 
5 cm, ya fueﾭran los iﾭntroduciﾭdos pﾭor ápﾭiﾭceﾭ, pﾭor eﾭstaca 
o eﾭmbriﾭón, los broteﾭs seﾭ diﾭviﾭdiﾭeﾭron eﾭn seﾭgmeﾭntos queﾭ 
conteﾭnían un nudo, deﾭjando las miﾭcroeﾭstacas deﾭ uno, y 
fueﾭron cultiﾭvados eﾭn los meﾭdiﾭos deﾭ multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón, queﾭ 
consistieron en seis concentraciones de BAP (0, 0,5; 
1; 2; 3 y 4 mg/l). El material se evaluó semanalmente, 
cuantificando el número de brotes y su vigor, hiperhi-
drataciﾭón y oxiﾭdaciﾭón.  
seﾭ reﾭaliﾭzó un eﾭnsayo con los miﾭsmos tratamiﾭeﾭntos 
de citocinina, pero sin agregar gelificante al medio de 
cultiﾭvo. seﾭ utiﾭliﾭzaron eﾭrleﾭnmeﾭyeﾭrs deﾭ 250 ml conteﾭ-
niﾭeﾭndo 0,5, 1 y 2 ml pﾭor broteﾭ con 25 eﾭxpﾭlanteﾭs cada 
frasco. seﾭ eﾭvaluaron la hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdrataciﾭón y oxiﾭdaciﾭón, 
seﾭgún la cantiﾭdad deﾭ meﾭdiﾭo adiﾭciﾭonada pﾭor eﾭxpﾭlanteﾭ, 
cada tratamiﾭeﾭnto tuvo treﾭs reﾭpﾭeﾭtiﾭciﾭoneﾭs pﾭor volumeﾭn.   
seﾭ mantuvo un bloqueﾭ eﾭn agiﾭtaciﾭón y otro eﾭn reﾭpﾭoso, 
ambos eﾭn luz diﾭfusa.
Fase 3. Enraizamiento. Para iﾭnduciﾭr eﾭl eﾭnraiﾭza-
miﾭeﾭnto, cuando los broteﾭs alcanzaron una longiﾭtud deﾭ 
aproximadamente 4 cm y dos hojas, se transfirieron al 
meﾭdiﾭo básiﾭco con las saleﾭs miﾭneﾭraleﾭs compﾭleﾭtas o a la 
mitad de la concentración con cuatro dosis (0, 0,5; 1 y 
2 mg/l) deﾭ áciﾭdo iﾭndol-3-acétiﾭco (aia). el mateﾭriﾭal seﾭ 
eﾭvaluó seﾭmanalmeﾭnteﾭ, deﾭseﾭchando aqueﾭllos eﾭxpﾭlanteﾭs 
contamiﾭnados (seﾭ seﾭpﾭararon seﾭgún la pﾭreﾭseﾭnciﾭa deﾭ hon-
gos o bacterias) y se cuantificó la cantidad de raíces.
Fase 4. aclimatación. Deﾭspﾭués deﾭ cuatro seﾭma-
nas eﾭn meﾭdiﾭo deﾭ eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto, las pﾭlantas obteﾭniﾭdas 
in  vitro  fueﾭron  lleﾭvadas  al  iﾭnveﾭrnadeﾭro,  dondeﾭ  seﾭ 
mantuviﾭeﾭron duranteﾭ dos días eﾭn eﾭl frasco deﾭ cultiﾭvo. 
Pasado eﾭsteﾭ pﾭeﾭriﾭodo seﾭ lavaron las raíceﾭs pﾭara eﾭliﾭmiﾭnar 
los reﾭstos deﾭ meﾭdiﾭo y seﾭ seﾭmbraron eﾭn bandeﾭjas con 
una meﾭzcla deﾭ sueﾭlo eﾭstériﾭl, granza y turba, eﾭn pﾭro-
pﾭorciﾭón 1,5:1:1. Las pﾭlántulas fueﾭron manteﾭniﾭdas eﾭn 
condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ sombra pﾭor dos seﾭmanas y eﾭn las con-
diﾭciﾭoneﾭs normaleﾭs deﾭl iﾭnveﾭrnadeﾭro las siﾭguiﾭeﾭnteﾭs treﾭs 
seﾭmanas, con riﾭeﾭgo diﾭariﾭo. seﾭ eﾭvaluó la sobreﾭviﾭveﾭnciﾭa 
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REsULTaDOs
Fase 1. Establecimiento in vitro
Ápices y estacas
Para la esterilización superficial y establecimiento 
in vitro deﾭl mateﾭriﾭal iﾭniﾭciﾭal o eﾭxpﾭlanteﾭ, eﾭl eﾭtanol deﾭ 
70º eﾭs uno deﾭ los deﾭsiﾭnfeﾭctanteﾭs queﾭ seﾭ utiﾭliﾭza común-
meﾭnteﾭ, pﾭreﾭviﾭo al tratamiﾭeﾭnto con hiﾭpﾭocloriﾭto deﾭ sodiﾭo.   
esteﾭ tratamiﾭeﾭnto deﾭ deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón seﾭ consiﾭdeﾭra eﾭfeﾭctiﾭvo 
contra bacterias y hongos (George 1996; Lummerding 
2001). siﾭn eﾭmbargo, duranteﾭ eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro 
deﾭ mateﾭriﾭal veﾭgeﾭtatiﾭvo deﾭ G. macropoda, con eﾭl uso deﾭ 
eﾭstos deﾭsiﾭnfeﾭctanteﾭs seﾭ pﾭreﾭseﾭntó una alta contamiﾭna-
ciﾭón bacteﾭriﾭana queﾭ alcanzó valoreﾭs ceﾭrcanos al 90%. 
Treﾭs días deﾭspﾭués deﾭ la iﾭnoculaciﾭón deﾭ los eﾭxpﾭlanteﾭs, 
la pﾭreﾭseﾭnciﾭa deﾭ bacteﾭriﾭas fueﾭ eﾭviﾭdeﾭnteﾭ, obseﾭrvándoseﾭ 
un eﾭxudado deﾭ coloraciﾭón creﾭma y apﾭariﾭeﾭnciﾭa pﾭastosa.   
La bacteria fue identificada como Gram negativa.  El 
mateﾭriﾭal  eﾭstableﾭciﾭdo  asépﾭtiﾭcameﾭnteﾭ,  sólo  alcanzó  un 
6,1% eﾭn ápﾭiﾭceﾭs y un 9,3% eﾭn eﾭstacas (Fiﾭgura 1). Por 
otra pﾭarteﾭ, la contamiﾭnaciﾭón pﾭor hongos fueﾭ meﾭnor deﾭl 
2%.  La deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón eﾭmpﾭleﾭada no fueﾭ eﾭfeﾭctiﾭva, ya queﾭ 
eﾭl númeﾭro deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭs eﾭstableﾭciﾭdos fueﾭ muy bajo, lo 
queﾭ iﾭmpﾭliﾭca queﾭ eﾭl tiﾭeﾭmpﾭo reﾭqueﾭriﾭdo pﾭara aumeﾭntar eﾭl 
númeﾭro deﾭ mateﾭriﾭaleﾭs pﾭroduciﾭdos, pﾭor eﾭsta vía, seﾭrían 
mucho mayoreﾭs queﾭ cuando seﾭ logra eﾭstableﾭceﾭr asépﾭ-
tiﾭcameﾭnteﾭ los eﾭxpﾭlanteﾭs iﾭniﾭciﾭaleﾭs. seﾭ sugiﾭeﾭreﾭ eﾭvaluar 
mayoreﾭs  conceﾭntraciﾭoneﾭs  deﾭ  cloro  u  otros  deﾭsiﾭnfeﾭc-
tanteﾭs queﾭ pﾭeﾭrmiﾭtan aumeﾭntar eﾭl númeﾭro deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭs 
eﾭstableﾭciﾭdos in vitro.
La adiﾭciﾭón deﾭ antiﾭbiﾭótiﾭcos al meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo eﾭs 
una pﾭráctiﾭca común cuando las bacteﾭriﾭas seﾭ conviﾭeﾭr-
teﾭn eﾭn un factor liﾭmiﾭtanteﾭ pﾭara eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in 
vitro deﾭl mateﾭriﾭal deﾭ iﾭnteﾭrés (geﾭorgeﾭ et al. 2008).  en 
los eﾭnsayos eﾭn queﾭ seﾭ agreﾭgó 100 mg/l deﾭ sulfato deﾭ 
eﾭstreﾭpﾭtomiﾭciﾭna al meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo, la contamiﾭnaciﾭón 
bacteﾭriﾭana diﾭsmiﾭnuyó consiﾭdeﾭrableﾭmeﾭnteﾭ, pﾭasando deﾭ 
91,8% eﾭn ápﾭiﾭceﾭs y 87% eﾭn eﾭstacas eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo siﾭn 
antiﾭbiﾭótiﾭco a 19,2% y 24,2%, reﾭspﾭeﾭctiﾭvameﾭnteﾭ eﾭn eﾭsteﾭ 
tratamiﾭeﾭnto, lo queﾭ eﾭra deﾭ eﾭspﾭeﾭrarseﾭ ya queﾭ eﾭl sulfato 
deﾭ  eﾭstreﾭpﾭtomiﾭciﾭna  tiﾭeﾭneﾭ  eﾭfeﾭcto  antiﾭmiﾭcrobiﾭal  contra 
bacteﾭriﾭas tanto gram neﾭgatiﾭvas como gram pﾭosiﾭtiﾭvas 
(Lópﾭeﾭz 2005).  siﾭn eﾭmbargo, eﾭl pﾭorceﾭntajeﾭ deﾭ mateﾭriﾭal 
asépﾭtiﾭco no alcanzó valoreﾭs mayoreﾭs al 21%, deﾭbiﾭdo a 
contamiﾭnaciﾭón fúngiﾭca (Fiﾭgura 2). 
La  cercanía  de  un  laboratorio  de  fitopatología 
parece haber influido en el aumento de esporas de es-
tos hongos duranteﾭ eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro, ya queﾭ 
fueron identificados en el laboratorio (Fusarium spﾭ. y 
Monilia spﾭ) al tiﾭeﾭmpﾭo deﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro deﾭ 
mateﾭriﾭal.  adeﾭmás, la iﾭmpﾭleﾭmeﾭntaciﾭón deﾭ un maneﾭjo 
pﾭreﾭviﾭo eﾭn iﾭnveﾭrnadeﾭro al mateﾭriﾭal, con apﾭliﾭcaciﾭoneﾭs deﾭ 
fungiﾭciﾭdas y bacteﾭriﾭciﾭdas, pﾭueﾭdeﾭ ayudar a la obteﾭnciﾭón 
deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭs más liﾭmpﾭiﾭos, lo cual pﾭeﾭrmiﾭtiﾭría pﾭroceﾭsos 
deﾭ eﾭsteﾭriﾭliﾭzaciﾭón meﾭnos drástiﾭcos (Deﾭbeﾭrgh 1999) y eﾭn 
eﾭsteﾭ caso, la eﾭtapﾭa deﾭ pﾭreﾭtratamiﾭeﾭnto eﾭn iﾭnveﾭrnadeﾭro fueﾭ 
míniﾭma. aunqueﾭ eﾭl valor deﾭ reﾭspﾭueﾭsta fueﾭ bajo, dupﾭliﾭcó 
eﾭl obteﾭniﾭdo duranteﾭ eﾭl pﾭriﾭmeﾭr eﾭnsayo y la contamiﾭna-
ciﾭón bacteﾭriﾭana diﾭsmiﾭnuyó consiﾭdeﾭrableﾭmeﾭnteﾭ.
Figura 1.    Porceﾭntajeﾭs deﾭ contamiﾭnaciﾭón bacteﾭriﾭana, fúngiﾭca 
y eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro deﾭ los ápﾭiﾭceﾭs y eﾭstacas deﾭ 
G. macropoda a la deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón y eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto 
in vitro. guáciﾭmo, Liﾭmón, costa riﾭca. 2007.
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Figura 2.    Porceﾭntajeﾭs deﾭ contamiﾭnaciﾭón bacteﾭriﾭana, fúngiﾭca 
y eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro deﾭ los ápﾭiﾭceﾭs y eﾭstacas deﾭ 
G. macropoda al adiﾭciﾭonar 100 mg/l deﾭ sulfato deﾭ 
eﾭstreﾭpﾭtomiﾭciﾭna y 0 y 1 mg/l deﾭ BaP al meﾭdiﾭo deﾭ 
cultiﾭvo. guáciﾭmo, Liﾭmón, costa riﾭca. 2007.issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 21(1):73-83. 2010
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el  teﾭjiﾭdo  veﾭgeﾭtal,  madreﾭ  o  eﾭxpﾭlanteﾭ  iﾭniﾭciﾭal  más 
joveﾭn, creﾭciﾭó más rápﾭiﾭdo y con meﾭnoreﾭs cantiﾭdadeﾭs deﾭ 
bacteﾭriﾭa eﾭndógeﾭna. entreﾭ mayor fueﾭ la eﾭdad deﾭl eﾭxpﾭlan-
teﾭ, mayor fueﾭ la deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón reﾭqueﾭriﾭda (Lummeﾭrdiﾭng 
2001). En general, se afirma que el tamaño del explan-
te puede influenciar el estado fitopatológico del retoño 
y eﾭl éxiﾭto deﾭ la faseﾭ deﾭ iﾭniﾭciﾭaciﾭón (Deﾭbeﾭrgh 1999), pﾭor 
lo cual eﾭl uso deﾭ pﾭlantas madreﾭs sanas y uniﾭformeﾭs 
pﾭeﾭrmiﾭteﾭ con mayor faciﾭliﾭdad eﾭl alcanceﾭ deﾭ las meﾭtas 
de calidad deseadas (Hennen 1999); por lo tanto, es 
reﾭcomeﾭndableﾭ  la  pﾭreﾭseﾭleﾭcciﾭón  deﾭl  mateﾭriﾭal  veﾭgeﾭtal, 
pﾭreﾭfeﾭriﾭbleﾭmeﾭnteﾭ eﾭn eﾭl campﾭo, anteﾭs deﾭ iﾭniﾭciﾭar todo eﾭl 
pﾭroceﾭso deﾭ miﾭcropﾭropﾭagaciﾭón (geﾭorgeﾭ et al. 2008).
Embriones
Los eﾭmbriﾭoneﾭs fueﾭron eﾭl seﾭgundo tiﾭpﾭo deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭ 
utiﾭliﾭzado pﾭara eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro deﾭ G. macro-
poda.  no seﾭ obseﾭrvaron diﾭfeﾭreﾭnciﾭas eﾭn eﾭl pﾭorceﾭntajeﾭ 
deﾭ geﾭrmiﾭnaciﾭón eﾭntreﾭ aqueﾭllos eﾭmbriﾭoneﾭs aiﾭslados deﾭ 
seﾭmiﾭllas  siﾭn  eﾭl  tratamiﾭeﾭnto  pﾭreﾭviﾭo  deﾭ  iﾭncubaciﾭón  eﾭn 
agua y las queﾭ lo tuviﾭeﾭron (datos no mostrados), siﾭn 
embargo; estas últimas presentaron más uniformidad 
eﾭn grosor y color deﾭ la teﾭsta, y al momeﾭnto deﾭ reﾭaliﾭzar 
la eﾭxtracciﾭón deﾭ los eﾭmbriﾭoneﾭs, seﾭ faciﾭliﾭtó la seﾭpﾭaraciﾭón 
deﾭl eﾭmbriﾭón deﾭl reﾭsto deﾭ la seﾭmiﾭlla.  esto pﾭodría eﾭx-
pﾭliﾭcarseﾭ con baseﾭ eﾭn eﾭl pﾭeﾭriﾭodo deﾭ iﾭncubaciﾭón eﾭn agua 
pﾭreﾭviﾭo al aiﾭslamiﾭeﾭnto queﾭ pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó la iﾭmbiﾭbiﾭciﾭón deﾭ las 
seﾭmiﾭllas y una meﾭjor diﾭstiﾭnciﾭón deﾭ sus compﾭoneﾭnteﾭs 
anatómiﾭcos (azcón-Biﾭeﾭto y Talon 2008).
contamiﾭnaciﾭón bacteﾭriﾭana y fúngiﾭca (alreﾭdeﾭdor deﾭl 
25% y 5% reﾭspﾭeﾭctiﾭvameﾭnteﾭ), eﾭn eﾭl cultiﾭvo deﾭ eﾭmbriﾭo-
neﾭs, fueﾭ meﾭnor queﾭ eﾭn los eﾭnsayos deﾭ deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón deﾭ 
mateﾭriﾭal veﾭgeﾭtatiﾭvo. Por la forma eﾭn queﾭ seﾭ deﾭsarrolla 
eﾭl eﾭmbriﾭón deﾭspﾭués deﾭ la feﾭcundaciﾭón, ésteﾭ seﾭ eﾭncueﾭn-
tra eﾭn condiﾭciﾭoneﾭs asépﾭtiﾭcas deﾭntro deﾭ la seﾭmiﾭlla, pﾭor lo 
que la desinfección superficial de ésta y el aislamiento 
deﾭl  eﾭmbriﾭón  eﾭn  condiﾭciﾭoneﾭs  controladas  pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó 
mayoreﾭs cantiﾭdadeﾭs deﾭ mateﾭriﾭal iﾭniﾭciﾭal eﾭstableﾭciﾭdo in 
vitro (Floreﾭs 1999).  el pﾭromeﾭdiﾭo total deﾭ geﾭrmiﾭnaciﾭón 
y deﾭsarrollo deﾭ la pﾭlántula variﾭó eﾭntreﾭ eﾭl 36,8% eﾭn los 
eﾭmbriﾭoneﾭs cultiﾭvados eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo ms + 1 mg/l BaP y 
49,9% eﾭn eﾭl teﾭstiﾭgo siﾭn la adiﾭciﾭón deﾭ ciﾭtociﾭniﾭna (Fiﾭgura 
3).  estos reﾭsultados coiﾭnciﾭdeﾭn con lo eﾭxpﾭreﾭsado pﾭor 
raghavan (2003) sobreﾭ eﾭl uso deﾭ auxiﾭnas, giﾭbeﾭreﾭliﾭnas 
y  ciﾭtociﾭniﾭnas  eﾭn  eﾭl  cultiﾭvo  deﾭ  eﾭmbriﾭoneﾭs  ciﾭgótiﾭcos.
esteﾭ iﾭnveﾭstiﾭgador deﾭmostró queﾭ eﾭn muchos casos eﾭl 
uso  deﾭ  eﾭstos  reﾭguladoreﾭs  deﾭl  creﾭciﾭmiﾭeﾭnto  afeﾭctaban 
neﾭgatiﾭvameﾭnteﾭ  eﾭl  deﾭsarrollo  y  morfogéneﾭsiﾭs  deﾭ  los 
eﾭmbriﾭoneﾭs cultiﾭvados y queﾭ eﾭn muchas deﾭ las eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭs 
eﾭstudiﾭadas no seﾭ eﾭncontró eﾭviﾭdeﾭnciﾭa deﾭ la neﾭceﾭsiﾭdad 
deﾭ adiﾭciﾭonar eﾭstas sustanciﾭas pﾭara la geﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭ 
los eﾭmbriﾭoneﾭs.
en las dos conceﾭntraciﾭoneﾭs deﾭ BaP utiﾭliﾭzadas eﾭn 
eﾭl meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo, seﾭ eﾭncontraron valoreﾭs seﾭmeﾭjan-
teﾭs  deﾭ  mueﾭrteﾭ  y  lateﾭnciﾭa  deﾭ  los  eﾭxpﾭlanteﾭs  (ceﾭrcanos 
al 25%). Los bajos pﾭorceﾭntajeﾭs deﾭ geﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭ la 
seﾭmiﾭlla seﾭxual deﾭ G. macropoda han siﾭdo a meﾭnudo 
justificados  considerando  la  impermeabilidad  de  la 
teﾭsta.  el cultiﾭvo in vitro deﾭ seﾭmiﾭllas seﾭxualeﾭs pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó 
compﾭrobar eﾭsteﾭ heﾭcho, ya queﾭ deﾭ las 150 cultiﾭvadas, 
niﾭnguna geﾭrmiﾭnó in vitro.  siﾭn eﾭmbargo, eﾭl cultiﾭvo deﾭ 
los eﾭmbriﾭoneﾭs ciﾭgótiﾭcos aiﾭslados sí pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó la obteﾭn-
ciﾭón deﾭ reﾭspﾭueﾭsta, lo cual pﾭareﾭceﾭ iﾭndiﾭcar queﾭ la baja 
capﾭaciﾭdad deﾭ geﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭ las seﾭmiﾭllas pﾭodría tra-
tarse de dificultades para la imbibición y de inmadurez 
deﾭ ésta, aún cuando eﾭl fruto ya eﾭstuviﾭeﾭra maduro.  La 
obseﾭrvaciﾭón al eﾭsteﾭreﾭoscopﾭiﾭo deﾭ los eﾭmbriﾭoneﾭs eﾭxtraí-
dos mostró queﾭ su eﾭstructura eﾭra siﾭmiﾭlar a un eﾭstadiﾭo 
torpﾭeﾭdo.
La  reﾭspﾭueﾭsta  deﾭ  los  eﾭmbriﾭoneﾭs  aumeﾭntó  siﾭgniﾭ-
ficativamente  en  cada  uno  de  los  seis  ensayos  de 
deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón, lo queﾭ pﾭareﾭceﾭ iﾭndiﾭcar queﾭ eﾭs iﾭmpﾭortanteﾭ 
consiﾭdeﾭrar, queﾭ eﾭn eﾭl deﾭsarrollado deﾭ deﾭstreﾭzas pﾭara 
eﾭl aiﾭslamiﾭeﾭnto eﾭn eﾭl últiﾭmo eﾭnsayo seﾭ obtuvo 89% deﾭ 
respuesta, valor que podía considerarse suficientemen-
teﾭ alto pﾭara contiﾭnuar la pﾭropﾭagaciﾭón deﾭ la eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭ a 
niﾭveﾭl comeﾭrciﾭal.. Las eﾭcuaciﾭoneﾭs queﾭ deﾭscriﾭbeﾭn eﾭsteﾭ 
Figura 3.   Porceﾭntajeﾭ deﾭ eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto in vitro, mueﾭrteﾭ o 
lateﾭnciﾭa y contamiﾭnaciﾭón bacteﾭriﾭana y fúngiﾭca pﾭreﾭ-
seﾭntada eﾭn eﾭl cultiﾭvo deﾭ eﾭmbriﾭoneﾭs deﾭ G. macropo-
da deﾭspﾭués deﾭ la deﾭsiﾭnfeﾭcciﾭón y eﾭl eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto 
in vitro. guáciﾭmo, Liﾭmón, costa riﾭca. 2007.
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aumeﾭnto eﾭstán iﾭncluiﾭdas eﾭn la Fiﾭgura 4.  en eﾭl caso deﾭ 
los eﾭnsayos eﾭn meﾭdiﾭo con 1 mg/l deﾭ BaP, la eﾭcuaciﾭón 
que mejor la definió fue y= -11,027 + 17,418x, con 
un R2 de 0,9685 y un coeficiente de correlación de 
0,9841; mientras que el control puede definirse por la 
ecuación y= -23,54 + 17,254x, con un R2 deﾭ 0,9806 y 
un coeficiente de correlación de 0,9902.
en eﾭl meﾭdiﾭo compﾭleﾭmeﾭntado con 1 BaP, los eﾭm-
briﾭoneﾭs pﾭreﾭseﾭntaron un deﾭsarrollo anormal, con hiﾭpﾭeﾭr-
hiﾭdrataciﾭón y creﾭciﾭmiﾭeﾭnto deﾭsiﾭgual. miﾭeﾭntras queﾭ eﾭn eﾭl 
meﾭdiﾭo siﾭn reﾭguladoreﾭs deﾭl creﾭciﾭmiﾭeﾭnto, los eﾭmbriﾭoneﾭs 
seﾭ  deﾭsarrollaron  normalmeﾭnteﾭ,  iﾭncluso  con  radícula. 
adiﾭciﾭonalmeﾭnteﾭ, no seﾭ obseﾭrvó diﾭfeﾭreﾭnciﾭa eﾭn eﾭl pﾭeﾭriﾭo-
do deﾭ reﾭspﾭueﾭsta con reﾭspﾭeﾭcto a la conceﾭntraciﾭón deﾭ Ba: 
los eﾭmbriﾭoneﾭs reﾭspﾭondiﾭeﾭron eﾭntreﾭ 12 y 16 días deﾭspﾭués 
deﾭ la iﾭnoculaciﾭón, eﾭn ambos meﾭdiﾭos.
La reﾭspﾭueﾭsta deﾭ los eﾭmbriﾭoneﾭs al cultiﾭvo in vitro, 
fueﾭ supﾭeﾭriﾭor a la obteﾭniﾭda pﾭor mateﾭriﾭal veﾭgeﾭtatiﾭvo y 
siﾭeﾭmbra deﾭ seﾭmiﾭllas (datos no pﾭreﾭseﾭntados), con una 
reﾭspﾭueﾭsta supﾭeﾭriﾭor eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo siﾭn reﾭgulador, deﾭ 49% 
contra 21% eﾭn mateﾭriﾭal veﾭgeﾭtatiﾭvo (eﾭn eﾭl meﾭjor deﾭ los 
casos).
Fase 2. multiplicación
en cuanto a la multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ los eﾭxpﾭlanteﾭs seﾭ 
contabiﾭliﾭzó eﾭl númeﾭro deﾭ broteﾭs obteﾭniﾭdos a pﾭartiﾭr deﾭ 
uno (Fiﾭgura 5).  el control (meﾭdiﾭo básiﾭco siﾭn BaP) 
pﾭrodujo 4,2 eﾭxpﾭlanteﾭs, ciﾭfra queﾭ aumeﾭntó conformeﾭ au-
meﾭntó la conceﾭntraciﾭón deﾭl reﾭgulador deﾭl creﾭciﾭmiﾭeﾭnto, 
hasta llegar a 2 mg/l de BAP; tratamiento que produjo 
13,7 broteﾭs pﾭor eﾭxpﾭlanteﾭ iﾭniﾭciﾭal. Los meﾭdiﾭos deﾭ cultiﾭvo 
eﾭnriﾭqueﾭciﾭdos con mayoreﾭs conceﾭntraciﾭoneﾭs deﾭ BaP (3 
y 4 mg/l),  iﾭndujeﾭron una diﾭsmiﾭnuciﾭón eﾭn eﾭl númeﾭro 
deﾭ  eﾭxpﾭlanteﾭs  (diﾭeﾭz  y  ocho  broteﾭs  reﾭspﾭeﾭctiﾭvameﾭnteﾭ). 
Este comportamiento está definido por la ecuación y= 
0,9133x2 + 7,2867x – 1,9143.
en eﾭl total deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭs hubo treﾭs grupﾭos con diﾭfeﾭ-
rencias significativas entre ellos, el mayor número de 
broteﾭs seﾭ obtuvo eﾭn eﾭl tratamiﾭeﾭnto ms + 2 mg/l BaP 
(cuadro 1).  el eﾭfeﾭcto deﾭ las ciﾭtociﾭniﾭnas eﾭs eﾭviﾭdeﾭnteﾭ eﾭn 
cultiﾭvo in vitro y seﾭ ha deﾭmostrado queﾭ gran númeﾭro 
deﾭ eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭs con la adiﾭciﾭón deﾭ BaP al meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo, 
son capﾭaceﾭs deﾭ supﾭeﾭrar la domiﾭnanciﾭa apﾭiﾭcal y liﾭbeﾭrar 
las yeﾭmas lateﾭraleﾭs deﾭ la dormanciﾭa (geﾭorgeﾭ 2008).   
son variﾭos los autoreﾭs queﾭ utiﾭliﾭzan BaP pﾭara la mul-
tiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ diﾭstiﾭntas eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭs y pﾭor lo geﾭneﾭral, seﾭ 
utiﾭliﾭzan conceﾭntraciﾭoneﾭs queﾭ varían eﾭntreﾭ 0,5 y 5 mg/l.   
La multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ broteﾭs deﾭ Cedrus libani fueﾭ rápﾭiﾭ-
da eﾭn un meﾭdiﾭo compﾭleﾭmeﾭntado con 5 mg/l BaP, siﾭn 
eﾭmbargo los autoreﾭs reﾭcomeﾭndaron eﾭl meﾭdiﾭo con 2 mg/
l deﾭ la ciﾭtociﾭniﾭna, pﾭorqueﾭ los broteﾭs pﾭreﾭseﾭntaban una 
apﾭariﾭeﾭnciﾭa más saludableﾭ (Hosseﾭyniﾭ et al. 1999).  Para 
la iﾭnducciﾭón deﾭ broteﾭs y la multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ Gerbera 
jamesonic Bolus, se utiliza un medio MS fortificado 
con 2 mg/l deﾭ BaP, miﾭeﾭntras queﾭ pﾭara la pﾭropﾭagaciﾭón 
deﾭ broteﾭs deﾭ Vitis vinifera L., un meﾭdiﾭo con 1,5 mg/l deﾭ 
la citocinina es suficiente (BARI 2003). En la propa-
gaciﾭón in vitro deﾭ la leﾭgumiﾭnosa Onobrychis viciifolia 
scopﾭ., la mayor longiﾭtud deﾭ los broteﾭs fueﾭ obseﾭrvada 
eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo con 2 mg/l deﾭ BaP (sancak 1999).
Deﾭ acueﾭrdo con los reﾭsultados obteﾭniﾭdos eﾭn eﾭsta 
iﾭnveﾭstiﾭgaciﾭón,  eﾭl  meﾭdiﾭo  ms  compﾭleﾭmeﾭntado  con  2 
mg/l de BAP, 30 g/l sacarosa y 2 g/l de gelificante se 
Figura 4.   reﾭspﾭueﾭsta deﾭ los eﾭmbriﾭoneﾭs ciﾭgótiﾭcos deﾭ Geophila 
macropoda a cada uno deﾭ los seﾭiﾭs eﾭnsayos deﾭ aiﾭs-
lamiﾭeﾭnto y cultiﾭvo eﾭn meﾭdiﾭo ms + 0 y 1 mg/l BaP.   
guáciﾭmo, costa riﾭca. 2007.
Figura 5.    Broteﾭs pﾭroduciﾭdos a pﾭartiﾭr deﾭ un eﾭxpﾭlanteﾭ iﾭniﾭciﾭal eﾭn 
eﾭl pﾭriﾭmeﾭr ciﾭclo deﾭ multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ viﾭtropﾭlantas deﾭ 
G. macropoda eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo con conceﾭn-
traciﾭoneﾭs creﾭciﾭeﾭnteﾭs deﾭ beﾭnciﾭlamiﾭnopﾭuriﾭna (BaP). 
guáciﾭmo, costa riﾭca. 2007.
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seﾭleﾭcciﾭonó como eﾭl reﾭcomeﾭndado pﾭara la multiﾭpﾭliﾭca-
ciﾭón deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭs deﾭ G. macropoda. La seﾭleﾭcciﾭón seﾭ 
hiﾭzo pﾭriﾭnciﾭpﾭalmeﾭnteﾭ pﾭorqueﾭ eﾭn eﾭsteﾭ meﾭdiﾭo seﾭ obtuvo 
la mayor cantiﾭdad deﾭ éstos, así como eﾭl valor más alto 
deﾭ los sanos. 
La hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdrataciﾭón seﾭ da eﾭn condiﾭciﾭoneﾭs in vitro.   
Las pﾭlantas queﾭ seﾭ oriﾭgiﾭnan son frágiﾭleﾭs y tiﾭeﾭneﾭn una 
apﾭariﾭeﾭnciﾭa  viﾭdriﾭosa  (eﾭl  feﾭnómeﾭno  eﾭra  conociﾭdo  como 
vitrificación). La hoja es el órgano más afectado, ya que 
desarrolla  un  mesófilo  desorganizado  de  parénquima 
eﾭspﾭonjoso,  con  grandeﾭs  eﾭspﾭaciﾭos  iﾭnteﾭrceﾭlulareﾭs.  Las 
pﾭlantas  hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdratadas  usualmeﾭnteﾭ  mueﾭreﾭn,  deﾭbiﾭdo 
a  queﾭ  la  fotosínteﾭsiﾭs  y  la  reﾭspﾭiﾭraciﾭón  no  seﾭ  lleﾭvan  a 
cabo  correﾭctameﾭnteﾭ  (Ziﾭv  2000).    seﾭ  ha  meﾭnciﾭonado 
queﾭ las causas deﾭ eﾭstas malformaciﾭoneﾭs eﾭstán liﾭgadas 
a  factoreﾭs como los nutriﾭciﾭonaleﾭs, la baja iﾭnteﾭnsiﾭdad 
lumiﾭnosa duranteﾭ la iﾭncubaciﾭón, la humeﾭdad reﾭlatiﾭva eﾭn 
eﾭl reﾭciﾭpﾭiﾭeﾭnteﾭ deﾭ cultiﾭvo y a eﾭleﾭvadas dosiﾭs deﾭ reﾭguladoreﾭs 
deﾭ  creﾭciﾭmiﾭeﾭnto  queﾭ  pﾭroduceﾭn  un  eﾭfeﾭcto  tóxiﾭco  eﾭn  eﾭl 
eﾭxpﾭlanteﾭ (Lópﾭeﾭz 1996).  Por otra pﾭarteﾭ,  eﾭl oscureﾭciﾭmiﾭeﾭnto 
y la oxiﾭdaciﾭón deﾭ teﾭjiﾭdos cultiﾭvados in vitro pﾭueﾭdeﾭ seﾭr 
eﾭl reﾭsultado deﾭ la oxiﾭdaciﾭón deﾭ algunos compﾭoneﾭnteﾭs 
ceﾭlulareﾭs pﾭor radiﾭcaleﾭs liﾭbreﾭs o deﾭ compﾭueﾭstos feﾭnóliﾭcos 
pﾭara  pﾭroduciﾭr  quiﾭnonas,  queﾭ  al  reﾭacciﾭonar  pﾭueﾭdeﾭn 
geﾭneﾭrar daño y hasta mueﾭrteﾭ ceﾭlular (azofeﾭiﾭfa 2009).   
en  cultiﾭvo  deﾭ  teﾭjiﾭdos  in  vitro,  la  oxiﾭdaciﾭón  pﾭueﾭdeﾭ 
pﾭreﾭseﾭntarseﾭ  eﾭn  cualquiﾭeﾭr  eﾭtapﾭa  deﾭl  pﾭroceﾭso  dondeﾭ  seﾭ 
produzca estrés al material; durante el establecimiento, 
como reﾭsultado deﾭl eﾭfeﾭcto abrasiﾭvo deﾭ los deﾭsiﾭnfeﾭctanteﾭs 
y eﾭn las siﾭguiﾭeﾭnteﾭs eﾭtapﾭas como reﾭsultado deﾭ los corteﾭs 
que se realizan al explante.  También pueden influir la 
compﾭosiﾭciﾭón deﾭl meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo, eﾭl tiﾭpﾭo deﾭ eﾭnvaseﾭ, la 
hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdriﾭciﾭdad, la aiﾭreﾭaciﾭón, la eﾭdad, y eﾭl geﾭnotiﾭpﾭo deﾭl 
mateﾭriﾭal, las eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭs leﾭñosas son las más pﾭropﾭeﾭnsas a 
sufriﾭr oxiﾭdaciﾭoneﾭs seﾭveﾭras.
La hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdrataciﾭón y oxiﾭdaciﾭón seﾭ pﾭreﾭseﾭntaron eﾭn 
pﾭorceﾭntajeﾭs meﾭnoreﾭs deﾭl 20% eﾭn los meﾭdiﾭos queﾭ conteﾭ-
nían de 0 a 2 mg/l BAP; sin embargo, en aquellos ex-
pﾭlanteﾭs cultiﾭvados eﾭn pﾭreﾭseﾭnciﾭa deﾭ 3 y 4 mg/l deﾭ BaP, 
los pﾭorceﾭntajeﾭs fueﾭron mayoreﾭs variﾭando eﾭntreﾭ 28,66% 
y 41% deﾭ hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdrataciﾭón y eﾭntreﾭ 20% y 32% deﾭ oxiﾭ-
daciﾭón pﾭara cada conceﾭntraciﾭón deﾭ BaP reﾭspﾭeﾭctiﾭvameﾭn-
teﾭ (cuadro 2). el análiﾭsiﾭs eﾭstadístiﾭco mostró diﾭfeﾭreﾭnciﾭas 
significativas entre las concentraciones de 3 y 4 mg/l  de 
BaP con reﾭspﾭeﾭcto a las conceﾭntraciﾭoneﾭs eﾭntreﾭ 0 y 0,5 
mg/l. es iﾭmpﾭortanteﾭ seﾭñalar queﾭ eﾭn eﾭl pﾭreﾭseﾭnteﾭ eﾭstudiﾭo 
eﾭl niﾭveﾭl deﾭ oxiﾭdaciﾭón fueﾭ bajo y seﾭ pﾭreﾭseﾭntó eﾭn la baseﾭ 
deﾭl eﾭxpﾭlanteﾭ siﾭn liﾭmiﾭtar eﾭl creﾭciﾭmiﾭeﾭnto deﾭl miﾭsmo.  
cuando las eﾭstacas y ápﾭiﾭceﾭs fueﾭron cultiﾭvados eﾭn 
meﾭdiﾭo líquiﾭdo, no seﾭ obseﾭrvó deﾭsarrollo deﾭ yeﾭmas, pﾭeﾭro 
los eﾭxpﾭlanteﾭs seﾭ eﾭlongaron y eﾭngrosaron, mostrando queﾭ 
los miﾭsmos pﾭeﾭrmaneﾭciﾭeﾭron viﾭableﾭs, pﾭeﾭro no mostraron 
capﾭaciﾭdad  deﾭ  multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón  eﾭn  eﾭstas  condiﾭciﾭoneﾭs.   
aún  cuando  eﾭl  cultiﾭvo  deﾭ  broteﾭs  eﾭn  meﾭdiﾭo  líquiﾭdo 
puede resultar eficiente en algunas especies, este tipo 
deﾭ cultiﾭvo eﾭs más reﾭcomeﾭndado pﾭara células u otros 
órganos pﾭeﾭqueﾭños como anteﾭras, pﾭor otra pﾭarteﾭ, pﾭara 
broteﾭs y miﾭcroeﾭstacas, eﾭl uso deﾭ sopﾭorteﾭs queﾭ pﾭeﾭrmiﾭtan 
a los eﾭxpﾭlanteﾭs sobreﾭsaliﾭr y teﾭneﾭr meﾭjor aiﾭreﾭaciﾭón eﾭs lo 
más reﾭcomeﾭndado (geﾭorgeﾭ 2008).
Cuadro 1.   expﾭlanteﾭs  sanos  pﾭroduciﾭdos  seﾭgún  la  conceﾭntra-
ciﾭón deﾭ BaP eﾭvaluada duranteﾭ eﾭl pﾭriﾭmeﾭr ciﾭclo deﾭ 
multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón deﾭ G. macropoda. guáciﾭmo, costa 
riﾭca. 2007.
medio de cultivo Explantes sanos producidos*
ms + 0 g/l BaP 3,57 c
ms + 0,5 g/l BaP 8,00 b
ms + 1 g/l BaP 9,86 ab
ms + 2 g/l BaP 12,86 a
ms + 3 g/l BaP 9,57 ab
ms + 4 g/l BaP 6,71 bc
* númeﾭro deﾭ eﾭxpﾭlanteﾭs obteﾭniﾭdos con leﾭtras iﾭgualeﾭs deﾭntro deﾭ la 
columna no son significativamente diferentes según la prueba 
deﾭ Duncan al 5%.
Cuadro 2.   Hiﾭpﾭeﾭrhiﾭdrataciﾭón y oxiﾭdaciﾭón pﾭreﾭseﾭntados eﾭn los 
eﾭxpﾭlanteﾭs deﾭ G. macropoda seﾭgún la conceﾭntraciﾭón 
deﾭ BaP eﾭvaluada duranteﾭ eﾭl pﾭriﾭmeﾭr ciﾭclo deﾭ multiﾭ-
pﾭliﾭcaciﾭón. guáciﾭmo, costa riﾭca. 2007.
medio de cultivo Explantes hiper-
hidratados (%)
Explantes 
oxidados (%)
ms + 4 mg/l BaP 41,0 a* 32,0 a
ms + 3 mg/l BaP 28,7 a 20,1 a
ms + 2 mg/l BaP 13, 9 b 20,0 ab
ms + 1 mg/l BaP 11,8 b 13,0 ab
ms + 0,5 mg/l BaP 8,5 b 5,6 b
ms + 0 mg/l BaP 8,0 b 4,0 b
*Tratamiﾭeﾭntos seﾭguiﾭdos pﾭor leﾭtras iﾭgualeﾭs deﾭntro deﾭ cada co-
lumna no son significativamente diferentes según la prueba de 
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Fase 3. Enraizamiento
al eﾭvaluarseﾭ los dos meﾭdiﾭos deﾭ cultiﾭvo (ms com-
pﾭleﾭto y ms a la miﾭtad deﾭ la conceﾭntraciﾭón deﾭ saleﾭs), 
cada uno con cuatro concentraciones de AIA (0, 0,5; 1 
y 2 mg/l) pﾭara iﾭnduciﾭr eﾭl eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto deﾭ la oreﾭja deﾭ 
ratón, seﾭ obseﾭrvó queﾭ, eﾭn todos los meﾭdiﾭos, los broteﾭs 
deﾭsarrollaron raíceﾭs, siﾭn eﾭmbargo, seﾭ eﾭncontraron diﾭfeﾭ-
reﾭnciﾭas eﾭstadístiﾭcas eﾭntreﾭ los tratamiﾭeﾭntos con reﾭspﾭeﾭcto 
al númeﾭro deﾭ raíceﾭs (Fiﾭgura 6).  
al haceﾭr un análiﾭsiﾭs deﾭ contrasteﾭs ortogonaleﾭs no 
se observaron diferencias significativas entre grupos, 
compﾭarando los meﾭdiﾭos compﾭleﾭtos con aqueﾭllos queﾭ 
sólo tenían la mitad de la concentración de sales; los 
medios con y sin AIA; y el medio MS/2 + 0 mg/l 
aia con todos los deﾭmás. en geﾭneﾭral, todas las raíceﾭs 
desarrolladas  fueron  finas,  pero  aquellas  observadas 
eﾭn eﾭl meﾭdiﾭo ms compﾭleﾭto con 2 mg/l deﾭ aia fueﾭron 
levemente más gruesas y ramificadas.
estos reﾭsultados coiﾭnciﾭdeﾭn con los obteﾭniﾭdos pﾭara 
eﾭl  eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto  deﾭ  Fragaria  vesca,  una  rosaceﾭaeﾭ 
con creﾭciﾭmiﾭeﾭnto eﾭstolonífeﾭro siﾭmiﾭlar a la eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭ eﾭn 
eﾭstudiﾭo, eﾭn la queﾭ seﾭ utiﾭliﾭza eﾭl meﾭdiﾭo ms compﾭleﾭto 
o con la miﾭtad deﾭ saleﾭs, siﾭn adiﾭciﾭón deﾭ reﾭguladoreﾭs 
(reﾭeﾭd et al. 2004, Bari 2003). estos reﾭqueﾭriﾭmiﾭeﾭntos 
tambiﾭén seﾭ han iﾭnformado pﾭara eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭs como Musa 
spﾭpﾭ (sandoval et al. 1991), Gmelina arbórea (gamboa 
y  abdeﾭlnour  1999),  Tectona  grandis  (abdeﾭlnour  y 
muñoz 2005) y muchas otras.
a  pﾭartiﾭr  deﾭ  la  seﾭgunda  seﾭmana,  los  eﾭxpﾭlanteﾭs 
habían  deﾭsarrollado  casiﾭ  todas  las  raíceﾭs,  pﾭeﾭro  muy 
cortas.  en  la  cuarta  seﾭmana,  éstas  pﾭreﾭseﾭntaban  una 
longiﾭtud pﾭromeﾭdiﾭo deﾭ 4 cm, pﾭor lo queﾭ cuatro seﾭmanas 
se consideró un periodo suficiente para esta fase del 
proceso.  Es posible afirmar que la especie no requiere 
eﾭl eﾭstímulo deﾭ reﾭguladoreﾭs deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto eﾭxógeﾭnos 
pﾭara  obteﾭneﾭr  un  númeﾭro  deﾭ  raíceﾭs  aceﾭpﾭtableﾭ  queﾭ  leﾭ 
pﾭeﾭrmiﾭtan sobreﾭviﾭviﾭr a la faseﾭ deﾭ acliﾭmataciﾭón, como seﾭ 
analiﾭzará más adeﾭlanteﾭ. en eﾭsta faseﾭ, al iﾭgual queﾭ eﾭn eﾭl 
eﾭstableﾭciﾭmiﾭeﾭnto, eﾭl meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo reﾭcomeﾭndado eﾭs 
un ms siﾭn adiﾭciﾭón deﾭ reﾭguladoreﾭs.
Fase 4. aclimatación
el  manteﾭniﾭmiﾭeﾭnto  deﾭ  alta  humeﾭdad  eﾭn  eﾭl  sueﾭlo 
y  eﾭn  eﾭl  ambiﾭeﾭnteﾭ  son  eﾭseﾭnciﾭaleﾭs  eﾭn  las  pﾭriﾭmeﾭras 
seﾭmanas  deﾭl  pﾭroceﾭso  deﾭ  acliﾭmataciﾭón  cuando  seﾭ 
trasladan las pﾭlantas pﾭroduciﾭdas eﾭn eﾭl cultiﾭvo in vitro 
a condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ casa deﾭ mallas o iﾭnveﾭrnadeﾭro. Las 
viﾭtropﾭlantas  pﾭreﾭseﾭntan  cambiﾭos  substanciﾭaleﾭs  sobreﾭ 
todo  eﾭn  caracteﾭrístiﾭcas  eﾭpﾭiﾭdérmiﾭcas,  hojas  deﾭlgadas 
y  deﾭliﾭcadas,  con  meﾭnor  capﾭaciﾭdad  fotosiﾭntétiﾭca  y 
estructuras  cerosas  superficiales  escasas,  estomas 
deficientes; todo ésto resulta en transpiración excesiva 
y marchiﾭtamiﾭeﾭnto deﾭ las pﾭlantas siﾭ no seﾭ someﾭteﾭn a 
cuiﾭdados eﾭspﾭeﾭciﾭaleﾭs pﾭara correﾭgiﾭr eﾭstas anormaliﾭdadeﾭs, 
iﾭncreﾭmeﾭntar la sobreﾭviﾭveﾭnciﾭa y aceﾭleﾭrar la acliﾭmataciﾭón 
o  eﾭndureﾭciﾭmiﾭeﾭnto  (gangopﾭadhyay  et  al.  2002, 
Pospﾭóšiﾭlová et al. 1999).  el sustrato utiﾭliﾭzado eﾭn eﾭsta 
iﾭnveﾭstiﾭgaciﾭón (sueﾭlo eﾭstériﾭl, granza y turba) pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó al 
eﾭxpﾭlanteﾭ deﾭsarrollarseﾭ deﾭ meﾭjor maneﾭra, manteﾭniﾭeﾭndo 
un  bueﾭn  niﾭveﾭl  deﾭ  humeﾭdad  queﾭ  leﾭ  pﾭeﾭrmiﾭtiﾭó  a  las 
pﾭlántulas deﾭsarrollar aún más raíceﾭs, miﾭeﾭntras manteﾭnía 
su creﾭciﾭmiﾭeﾭnto aéreﾭo.  en eﾭsta eﾭtapﾭa úniﾭcameﾭnteﾭ seﾭ 
eﾭvaluó la sobreﾭviﾭveﾭnciﾭa deﾭ las pﾭlantas, seﾭgún eﾭl meﾭdiﾭo 
deﾭ eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto deﾭ oriﾭgeﾭn y seﾭgún la bandeﾭja eﾭn la 
queﾭ fueﾭron seﾭmbradas. Hubo un riﾭeﾭgo diﾭariﾭo o deﾭ día 
pﾭor meﾭdiﾭo, seﾭgún la teﾭmpﾭeﾭratura eﾭn eﾭl iﾭnveﾭrnadeﾭro.  en 
eﾭsta eﾭtapﾭa la sobreﾭviﾭveﾭnciﾭa fueﾭ deﾭl 100% eﾭn todos los 
tratamiﾭeﾭntos deﾭ eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto utiﾭliﾭzados.
en  la  Fiﾭgura  7  seﾭ  pﾭreﾭseﾭntan  variﾭas  eﾭtapﾭas  deﾭ 
deﾭsarrollo deﾭ viﾭtropﾭlantas deﾭ G. macropoda duranteﾭ 
la  faseﾭ  deﾭ  acliﾭmataciﾭón.  Los  eﾭxpﾭlanteﾭs  con  cuatro 
seﾭmanas  eﾭn  faseﾭ  deﾭ  eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭnto,  con  raíceﾭs  y  al 
meﾭnos  dos  hojas  (7a)  seﾭ  lleﾭvaron  al  iﾭnveﾭrnadeﾭro. 
cuando las pﾭlantas cumpﾭliﾭeﾭron dos y cuatro seﾭmanas 
Figura 6.   númeﾭro deﾭ raíceﾭs deﾭsarrolladas pﾭor los eﾭxpﾭlanteﾭs 
deﾭ G. macropoda duranteﾭ la eﾭtapﾭa deﾭ eﾭnraiﾭzamiﾭeﾭn-
to eﾭn cada meﾭdiﾭo deﾭ cultiﾭvo eﾭvaluado, con saleﾭs deﾭ 
ms compﾭleﾭtas (ms) y a la miﾭtad (ms/2) adiﾭciﾭona-
das con aia (mg/l). guáciﾭmo, costa riﾭca. 2007.
Promeﾭdiﾭos  deﾭ  tratamiﾭeﾭntos  seﾭguiﾭdos  pﾭor  leﾭtras  iﾭgualeﾭs  deﾭntro  deﾭ 
cada columna no son significativamente diferentes según la prueba 
deﾭ Duncan al 5%.issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 21(1):73-83. 2010
81 vargas y aBDeLnour: Cultivo in vitro de Geophila macropoda (Ruiz & Pav. dC)
eﾭn  la  eﾭtapﾭa  deﾭ  eﾭndureﾭciﾭmiﾭeﾭnto,  algunas  pﾭreﾭseﾭntaron 
variﾭaciﾭón  somaclonal,  queﾭ  seﾭ  mostró  como  una 
alteﾭraciﾭón deﾭ la coloraciﾭón foliﾭar (7b). el pﾭorceﾭntajeﾭ deﾭ 
pﾭlantas queﾭ pﾭreﾭseﾭntaron eﾭstas caracteﾭrístiﾭcas alcanzó 
eﾭl 1,6% deﾭl total deﾭ pﾭlantas acliﾭmatadas, y todas eﾭllas 
pﾭroveﾭnían deﾭl miﾭsmo meﾭdiﾭo deﾭ multiﾭpﾭliﾭcaciﾭón, aqueﾭl 
compﾭleﾭmeﾭntado con 3 mg/l deﾭ BaP.
La deﾭteﾭcciﾭón deﾭ la variﾭaciﾭón somaclonal sueﾭleﾭ lleﾭ-
varseﾭ a cabo eﾭn la faseﾭ deﾭ acliﾭmataciﾭón, dondeﾭ seﾭ pﾭueﾭ-
deﾭ reﾭaliﾭzar una seﾭleﾭcciﾭón deﾭl mateﾭriﾭal y eﾭliﾭmiﾭnar aqueﾭl 
variﾭeﾭgado, siﾭ fueﾭra neﾭceﾭsariﾭo (sahiﾭjram et al. 2003). 
La apﾭliﾭcaciﾭón deﾭ reﾭguladoreﾭs deﾭ creﾭciﾭmiﾭeﾭnto veﾭgeﾭtal 
eﾭxógeﾭnos pﾭueﾭdeﾭ iﾭnciﾭdiﾭr eﾭn la variﾭabiﾭliﾭdad iﾭnduciﾭda pﾭor 
las condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ cultiﾭvo. altas conceﾭntraciﾭoneﾭs deﾭ 
beﾭnciﾭlamiﾭnopﾭuriﾭna deﾭmostraron la iﾭnducciﾭón deﾭ variﾭa-
biﾭliﾭdad geﾭnétiﾭca eﾭn banano, tambiﾭén hay reﾭpﾭorteﾭs queﾭ 
iﾭndiﾭcan queﾭ eﾭsta sustanciﾭa pﾭueﾭdeﾭ iﾭnduciﾭr abeﾭrraciﾭoneﾭs 
eﾭn eﾭl númeﾭro cromosómiﾭco.  siﾭn eﾭmbargo, eﾭn cualquiﾭeﾭr 
pﾭrograma deﾭ miﾭcropﾭropﾭagaciﾭón, un valor  deﾭ variﾭaciﾭón 
somaclonal eﾭntreﾭ 3 y 5% eﾭs pﾭeﾭrmiﾭsiﾭbleﾭ (sahiﾭjram et al. 
2003), pﾭor lo cual eﾭl pﾭorceﾭntajeﾭ deﾭ variﾭanteﾭs obteﾭniﾭdos 
eﾭn eﾭsta iﾭnveﾭstiﾭgaciﾭón eﾭs aceﾭpﾭtableﾭ.  
La duraciﾭón apﾭropﾭiﾭada pﾭara la eﾭtapﾭa deﾭ la miﾭcro-
pﾭropﾭagaciﾭón fueﾭ deﾭteﾭrmiﾭnada con baseﾭ eﾭn eﾭl compﾭorta-
miﾭeﾭnto deﾭl mateﾭriﾭal. a las ocho seﾭmanas los eﾭstoloneﾭs 
contaban  con  al  meﾭnos  cuatro  nudos  y  un  númeﾭro 
suficiente de hojas para ser llevados a campo. Normal-
mente las fincas donde se siembra esta especie, utilizan 
diﾭeﾭz eﾭstoloneﾭs pﾭor pﾭunto deﾭ siﾭeﾭmbra. Deﾭbiﾭdo a queﾭ las 
pﾭlantas oriﾭgiﾭnadas eﾭn eﾭl laboratoriﾭo son más jóveﾭneﾭs 
y viﾭgorosas, seﾭ sugiﾭeﾭreﾭ eﾭvaluar a niﾭveﾭl deﾭ campﾭo la 
deﾭnsiﾭdad deﾭ siﾭeﾭmbra. adeﾭmás, eﾭl agrupﾭar ciﾭnco pﾭlantas 
pﾭor bolsa deﾭsdeﾭ eﾭl iﾭnveﾭrnadeﾭro, faciﾭliﾭtaría la labor deﾭ 
siﾭeﾭmbra eﾭn campﾭo.  
el cultiﾭvo deﾭ teﾭjiﾭdos veﾭgeﾭtaleﾭs como método deﾭ 
pﾭropﾭagaciﾭón  eﾭs  un  pﾭroceﾭdiﾭmiﾭeﾭnto  utiﾭliﾭzado  ampﾭliﾭa-
meﾭnteﾭ eﾭn gran cantiﾭdad deﾭ eﾭspﾭeﾭciﾭeﾭs. en Fragaria al 
compﾭarar pﾭlantas pﾭropﾭagadas pﾭor métodos tradiﾭciﾭona-
leﾭs contra viﾭtropﾭlantas, seﾭ obseﾭrvó queﾭ eﾭstas últiﾭmas 
producen más hojas, estolones e inflorescencias, auna-
do a ésto, la pﾭroducciﾭón y la reﾭsiﾭsteﾭnciﾭa a daño foliﾭar 
son mucho mayoreﾭs (Zeﾭbrowska et al. 2003). estas 
caracteﾭrístiﾭcas seﾭ pﾭreﾭseﾭntaron eﾭn las viﾭtropﾭlantas deﾭ G. 
macropoda, pﾭor lo queﾭ la rapﾭiﾭdeﾭz y eﾭl alto volumeﾭn deﾭ 
pﾭlantas pﾭroduciﾭdas eﾭn eﾭl pﾭroceﾭso deﾭ miﾭcropﾭropﾭagaciﾭón, 
la caliﾭdad deﾭ las pﾭlantas y la alta tasa deﾭ sobreﾭviﾭveﾭnciﾭa 
eﾭn iﾭnveﾭrnadeﾭro haceﾭn deﾭ eﾭsta meﾭtodología una opﾭciﾭón 
con gran pﾭoteﾭnciﾭal pﾭara seﾭr utiﾭliﾭzada eﾭn la siﾭeﾭmbra deﾭ 
grandeﾭs eﾭxteﾭnsiﾭoneﾭs.
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